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1. ÚVOD 
 10 
 
 Devatenácté a dvacáté století s sebou, mimo jiné, přineslo celou řadu poznatků  na poli 
medicíny. Dokonalejší diagnostické metody, nové moţnosti terapie a zvyšující se ţivotní 
úroveň postupně prodluţovaly a prodluţují průměrnou délku ţivota. Pravdou nicméně 
zůstává, ţe ani obrovský pokrok na poli medicíny není mnohým lidem schopen zajistit 
dostatečnou kvalitu ţivota v jeho průběhu i na jeho sklonku. Podstatnou vinu na tomto stavu 
nese současný ţivotní styl, zaměřený především na podávání výkonu a neustálý shon. Lidé 
nemají dostatek času na odpočinek, duševní a tělesnou relaxaci. Je hrubě zanedbávána výţiva 
ve smyslu nutričních hodnot, naopak energetický příjem obvykle výrazně přesahuje výdej. Je 
politováníhodné, ţe v dnešní době, kdy je kladen poměrně velký důraz na osvětu, mnozí lidé 
zacházejí se svým tělem velmi bezohledně a doslova hazardují se svým zdravím. Přitom si 
často bláhově nepřipouštějí důsledky svého jednání nebo se slepě spoléhají na medicínu a 
věří, ţe bude schopna napravit jejich celoţivotní sebepoškozování. 
 V důsledku zvyšování průměrné délky ţivota dochází ve většině rozvinutých zemí ke 
stárnutí populace. U starších lidí se projevují různé degenerativní choroby. Je postiţen 
pohybový aparát, systém kardiovaskulární, endokrinní, rozvíjí se rakovinné bujení. Ve vyšším 
věku se často projevují neurodegenerativní choroby, z nichţ nejzávaţnější jsou Parkinsonova 
a Alzheimerova choroba. 
 Parkinsonova choroba propuká u pacientů nejčastěji mezi 50.-60. rokem a postihuje 
přibliţně 1% osob starších 60 let. Nemoc je charakterizována ztrátou neuronů v pars 
compacta substatiae nigrae, vedoucí ke sníţení syntézy dopaminu. Tím je narušena přirozená 
regulace tvorby acetylcholinu cholinergními neurony ve striatu, coţ vede k jeho relativnímu 
nadbytku v dané oblasti mozku. Vnějšími projevy choroby jsou klidový třes, rigidita, 
hypokineze, bradykineze, akineze, maskovitá tvář, mikrografie. 
 Alzheimerova choroba tvoří 50-60 % všech demencí. Předpokládá se, ţe tímto 
onemocněním trpí kaţdý desátý člověk starší 65 let aţ kaţdý druhý starší 85 let. Z počátku se 
projevuje celkem nenápadně, a proto se dá jen velice obtíţně diagnostikovat. Často jsou její 
projevy zaměňovány za přirozené poruchy spojené se stárnutím. 
 Postupně se však potíţe zvýrazňují. Je postiţena paměť krátkodobá a později i 
dlouhodobá. Pacient ztrácí schopnost prostorové orientace. Nepoznává blízké osoby ani 
známá místa. Dochází k inkontinenci moči a stolice. Stává se závislým na cizí péči. Postiţena 
je i emoční stránka nemocného. Naštěstí pro postiţené poměrně brzy ztrácí vědomí vlastní 
nemoci. Pacienti obvykle umírají za 3-7 let po propuknutí choroby na přidruţená onemocnění. 
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 Konkrétní příčina nemoci není dodnes jasně známa. Dá se předpokládat vliv řady 
faktorů, mezi které patří vliv dědičných predispozic, genetických mutací, ţivotního stylu a 
prostředí, výţivy, infekcí a mnohých dalších. 
 Podstatou nemoci je zejména postiţení cholinergního systému v oblasti hippokampu a 
předního mozku. 
 Vzhledem k závaţnosti onemocnění a k tomu, ţe v současné době není vyvinut lék, 
kterým bychom dokázali tuto chorobu vyléčit, probíhá intenzivní výzkum látek umoţňujících 
zpomalit průběh nemoci, případně jej zcela zastavit. Vedle látek čistě syntetických probíhá 
výzkum látek přirozeně se vyskytujících v rostlinách. Jako potenciálně vyuţitelné inhibitory 
acetylcholinesterázy se ukázaly také alkaloidy. Jedním z taxonů, který obsahuje v tomto 
směru zajimavé látky je taxon Eschscholzia californica z čeledi Papaveracae. 
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2. CÍL PRÁCE 
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 Cílem této diplomové práce bylo: 
1. provést screening kořenů a natí z pěti rostlin rodu Eschscholzia za účelem určení 
druhu s nejvyšší inhibiční aktivitou vůči AChE.  
2. pomocí perkolátoru provést extrakci 36,54 kg suché nati s kořeny z rostliny 
Eschscholzia californica Cham. Poté získaný primární extrakt hrubě přečistit a 
sekvenčním postupem z něho připravit výtřepky jednotlivých typů alkaloidů. Dva 
výtřepky éterové (alkalizací primárního extraktu uhličitanem sodným a vytřepáním do 
éteru). Z éterového výtřepku A oddělit baze pseudokyanidů a následně alkaloidy z 
chloridů rozpustných v chloroformu (fenolické a nefenolické) a alkaloidy z chloridů 
nerozpustných v chloroformu (fenolické a nefenolické). 
3. oddělit jednotlivé nefenolické chloridy alkaloidů nerozpustné v chloroformu za 
účelem izolace jednoho alkaloidu v čisté formě a stanovení jeho základních fyzikálně-
chemických charakteristik 
4. podílet se na stanovení aktivity izolovaného alkaloidu vůči erytrocytární AChE. 
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3. TEORETICKÁ ČÁST
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3.1.  Acetylcholinesteráza  a butyrylcholinesteráza 
 Acetylcholinesteráza (AChE) je vysoce specifický a výkonný enzym vyskytující se 
především v cholinergních neuronech a v okolí cholinergních synapsí (ve vysokých 
koncentracích se nachází na nervosvalovém spojení). Hydrolyzuje zejména acetylcholin 
uvolněný nervovou stimulací do synaptické štěrbiny a uvnitř nervových zakončení odpovídá 
za rozklad cytoplazmatického acetylcholinu na cholin a acetát. Je několik různých forem 
acetylcholinesteráz. V mozku zdravého člověka převládá tetramerní G4 forma a pouze 
minoritní je forma monomerní G1. U Alzheimerovy choroby vzrůstá podíl formy G1 a klesá 
podíl G4. 
 Butyrylcholinesteráza (téţ pseudocholinesteráza, BuChE) je substrátově méně 
specifický enzym, který přednostně rozkládá jiné substráty neţ acetylcholin (např. 
butyrylcholin, prokain, suxamethonium apod.). Je přítomna např. v plazmě, játrech a pouze 
v omezeném rozsahu v neuronech periferního a centrálního nervového systému. 
 Během Alzheimerovy choroby klesá v mozku mnoţství AChE a stoupá mnoţství 
BuChE, která je tvořena aktivovanými gliovými buňkami v oblasti alzheimerovských plaků.1, 
2 
 
3.2. Charakteristika demence 
 Demencemi nazýváme choroby, které postihují zejména paměť, intelekt a jiné 
kognitivní funkce. Mohou se projevit jiţ v dětství, jejich výskyt však výrazně stoupá s věkem. 
Podle příčiny je lze rozdělit do tří skupin:  
I. Atroficko-degenerativní demence – mezi něţ patří Alzheimerova nemoc, korová 
nemoc s Lewyho tělísky, demence při Parkinsonově chorobě aj. 
II. Ischemicko-vaskulární demence vznikající jako následek cévních postiţení mozku. Do 
této skupiny patří například multiinfarktová demence, vaskulární demence s náhlým 
začátkem, nebo Binswangerova choroba. 
III. Třetí skupinu představují další symptomatické demence, které jsou způsobeny 
postiţením mozkové funkce v následku jiných chorob, zraněním mozku nebo 
intoxikacemi.
3
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3.3. Charakteristika Alzheimerovy choroby 
 Alzheimerova choroba postihuje 50-60% pacientů postiţených demencí. K hlavním 
příznakům onemocnění patří progredující porucha paměti a prostorové orientace, ztráta 
intelektuálních a sociálních dovedností  s emocionální labilitou projevující se agitovaností, 
úzkostí, depresí nebo agresivitou,  dále je narušen cyklus spánek - bdění. Dochází k celkové 
atrofii mozkové nervové tkáně. 
 K úbytku neuronů dochází zejména v oblasti hippokampu a předního mozku. 
Postiţena je zejména cholinergní aktivita. Typicky je postiţena presynaptická oblast. Dochází 
ke sníţení aktivity enzymu syntetizujícího acetylcholin (cholinacetyltransferáza), je sníţen 
vstup prekurzorů (cholin, acetyl-koenzym A) a zpětné vychytávání acetylcholinu i jeho 
uvolnění z presynaptického zakončení. Z dalších systémů je postiţen systém serotoninergní, 
je sníţena hladina somatostatinu. S věkem klesá i syntéza dopaminu a stoupá jeho inaktivace 
monoaminooxidázami (MAO). Zvláště stoupá aktivita MAO typu B, jak s věkem, tak 
výrazněji u Alzheimerovy choroby.4 
  Předpokládá se, ţe dysfunkce a odumírání nervových buněk je způsobeno především 
narušením metabolické a iontové homeostázy a oxidačním poškozením.1 
 Podle věku, ve kterém dochází k rozvoji nemoci se dělí na Alzheimerovu chorobu 
s časným začátkem (rychlá progrese choroby) a s pozdním začátkem (pomalejší progrese 
choroby).
 
 Z hlediska dědičnosti se dělí na familiární formu, děděnou v rodině z generace na 
generaci (velmi vzácná, představuje 1-5% všech případů) a na sporadickou formu.5 
 
 Ve vývoji Alzheimerovy choroby lze zřetelně rozlišit tři stádia: 
 I. STADIUM  - mírná forma, často přehlédnutelné příznaky: 
  - zhoršování paměti (zejména pro zcela nedávné události) 
  - přechodná časová dezorientace (neschopnost vybavit si, který je  
   den, měsíc, rok) 
  - prostorová dezorientace (neschopnost poznat známá místa) 
  - ztráta iniciativy 
  - obtíţné hledání slov 
 Toto období trvá obvykle 2-4 roky. 
 
 II. STADIUM  - středně těţká forma: 
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   - významné výpadky paměti (včetně jmen členů vlastní rodiny) 
   - sníţená schopnost postarat se sám o sebe 
   - nemocný se často ztratí nebo zabloudí i na známých místech 
   - zhoršují se řečové schopnosti 
   - halucinace 
  Druhé stádium obvykle trvá od 2-10 let. Velmi často jiţ nemocní vyţadují trvalý  
  dohled.
 
 
 III. STADIUM  - těţká forma, úplná závislost a rozklad celé osobnosti: 
  - obtíţe při příjmu potravy, nutnost pomoci druhé osoby 
  - neschopnost poznat známé lidi, dokonce ani členy vlastní rodiny 
  - obtíţe s chůzí, někdy aţ upoutání na lůţko 
  - inkontinence moči a/nebo stolice 
  - výrazné poruchy chování 
Tato fáze trvá 1-3 roky. Nemocní vyţadují trvalou péči. Projevuje se sklon 
k podvýţivě, infekcím, zánětům plic a dalším infekcím, které jsou často příčinou smrti 
nemocného.5 
 
 Na buněčné úrovni se nemoc projevuje v oblasti intracelulární neurofibrilární spletí 
(tangles) tvořenou převáţně z hyperfosforylované τ-bílkoviny, která se za běţných podmínek 
váţe na mikrotubuly. V oblasti extracelulární se projevuje senilními plaky, jejichţ jádro je 
tvořeno β-amyloidem obklopeným alterovanými nervovými vlákny a reaktivními gliovými 
buňkami. β-Amyloid vzniká na podkladě patologického jevu hydrolýzy tělu vlastní amyloidní 
prekurzorové bílkoviny enzymem γ-sekretázou. 
 Na základě genetických studií byla prokázána souvislost mezi Alzheimerovou 
chorobou a určitými genetickými mutacemi. Přibliţně polovina případů časné Alzheimerovy 
choroby vykazuje mutace genů pro bílkoviny presenilin 1 (gen na chromosomu 14) a 
presenilin 2 (gen na chromosomu 1). Oba typy presenilinu mají vztah k aktivitě γ-sekretázy. 
Extracelulárně se hromadící  β-amyloid  můţe být toxický pro nervové buňky a to by mohla 
být jedna z příčin Alzheimerovy choroby. Dále byla pozorována korelace mezi izoformami 
apolipoproteinu E (APO E) a věkem, kdy se Alzheimerova choroba začíná rozvíjet. Gen na 
chromosomu 19 produkuje 3 hlavní izoformy APO E. Lidé homozygotní pro APO-4 jsou 
náchylní k dřívějšímu rozvoji nemoci neţ lidé, kteří jsou homozygotní pro APO-2. Jedinci 
heterozygotní nebo kódující APO-3 jsou pak mezi oběma extrémy.  
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 V současné době není známa přesná příčina nemoci. Dá se předpokládat 
spolupůsobení různých faktorů, které mohou chorobu vyvolávat nebo k ní predisponovat. 
Mezi tyto faktory bude patřit zejména genetická zátěţ, ţivotní styl (dostatečná mentální a 
fyzická aktivita, ţivotospráva, stres, duševní hygiena…), působení patogenních nox, ţenské 
pohlaví (ţeny mají vyšší riziko rozvoje onemocnění), věk a mnohé další. 1, 6 
 
3.4. Terapie Alzheimerovy choroby 
 Terapie Alzheimerovy choroby je komplexní, zahrnuje farmakoterapii, psychoterapii a 
socioterapii, léčbu interkurentních onemocnění, rehabilitaci a spolupráci s rodinou a 
pečovateli nemocného. 
 Farmakoterapii lze zhruba rozdělit do dvou základních skupin: 
A. farmakoterapie kognitivních funkcí (intelekt, paměť, motivace) 
B. farmakoterapie nekognitivních funkcí (ovlivnění ostatních, druhotně postiţených 
psychických funkcí, jako např. emotivity, spánku, delirií).4 
 
3.4.1. Kognitivní farmakoterapie 
 
3.4.1.1. Substituce nedostatkovými neurotransmitery nebo neuromodulátory 
 
a) Podání prekurzorů 
 Substituce samotným acetylcholinem není moţná pro jeho příliš krátký biologický 
poločas způsobený vysokou aktivitou AChE a BuChE, cholin se nepouţívá, protoţe můţe 
působit depresogenně. Pouţívají se proto různé typy lecitinu, především sójový lecitin. Tato 
terapie však neposkytuje příliš uspokojivé výsledky.4 
 
b) Podání inhibitorů acetylcholinesterázy 
 Zablokováním AChE se zvýší mnoţství acetylcholinu schopného vazby na své 
receptory. Důleţité je, aby tyto látky specificky blokovaly mozkovou AChE bez ovlivnění její 
periferní formy, to by totiţ mohlo vést k řadě neţádoucích účinků, jako např. svalové křeče, 
nauzea, pocity slabosti, průjmy, pocení, tachyarytmie.4 
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 Na základě některých studií se zdá, ţe AChE můţe být určitou měrou nahrazena 
BuChE při hydrolýze  mozkového acetylcholinu.7 A proto se zdá být výhodná inhibice obou 
enzymů, AChE i BuChE, během terapie Alzheimerovy choroby.8 
 V současnosti se pouţívají preparáty z několika chemických skupin. 
 
1)  karbamáty 
  Fyzostigmin - dnes se pouţívá pouze experimentálně. Úpravou postranního řetězce se 
došlo k látkám s výhodnějšími vlastnostmi.4 
  Rivastigmin – inhibuje AChE (s vysokou specificitou vůči G1 formě) i BuChE.2 
   Eptastigmin 
 
2)  piperidinové deriváty 
  Donepezil
 4 
  
3)  akridinové deriváty 
  Takrin – dnes nepouţívaný vzhledem ke zjištěné hepatotoxicitě 1 
  7-Metoxytakrin - byl vyvinut u nás, nebyl však dokončen klinický výzkum. 
  Velnacrin, suronacrin – jsou v klinickém výzkumu.4 
 
4) alkaloidy 
  Galanthamin - u galanthaminu se uvádí účinek na dvou úrovních, jednak je 
selektivním inhibitorem mozkové acetylcholinesterázy a dále zesiluje vlastní účinek 
acetylcholinu na nikotinové receptory (pravděpodobně vazbou na alosterické vazební 
místo receptoru).  
  Huperzin A - perspektivní látka z Huperzia selago (Huperziaceae).4 
 
5)  deriváty organofosfátů 
  Metrifonát - účinný je teprve aktivní metabolit, který působí inhibici AChE. Preparát 
u nás není registrován.4 
 
c)  Podání stimulátorů muskarinových a nikotinových receptorů (agonistů postsynaptických 
muskarinových a nikotinových receptorů) 
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 Bylo zjištěno, ţe příznivý efekt mají agonisté muskarinových M1 a M3 receptorů. 
Látky, které působí agonisticky na M2 receptorech, kognitivní buňky poškozují. Intenzivně je 
zkoumán xanomelin a milamelin.4 
 
d)  Ovlivnění acetylcholinergního systému prostřednictvím jiných neurotransmiterových 
systémů 
 Acetylcholinergní systém je pod vlivem tonické inhibice GABAergního systému 
(systém kyseliny γ-aminomáselné). Hledají se proto látky, které by parciálně inhibovaly 
GABA-A receptory tak, aby se odblokovala pouze tato tonická inhibice. 
 Zkoušejí se látky ze skupiny betakarbolinů např. gedocarnil. 
 Podobně zlepšuje funkci acetylcholinergního systému inhibice 5HT3 receptorů, zkouší 
se proto v této indikaci ondansetron.4 
 
e)  Další látky ovlivňující acetylcholinergní systém 
 Indeloxazin - stimuluje uvolnění acetylcholinu z presynaptického zakončení. 
 Nicergolin - nootropikum, působí jako vasodilatans. Po dlouhodobém podávání bylo 
pozorováno zvýšení aktivity enzymu acetylcholintransferázy (syntetizující acetylcholin) a 
naopak pokles aktivity acetylcholinesterázy. 
 Acetyl-L-karnitin - zlepšuje příjem prekurzorů pro syntézu acetylcholinu do neuronů. 
 
 U Alzheimerovy nemoci byly zjištěny i deficity jiných neurotransmiterů neţ je 
acetylcholin, popisován je deficit somatostatinu a nekonstantně i serotoninu. Zkouší se tedy 
preparáty s depotním somatostatinem. Deficit serotoninu mohou odstranit antidepresiva ze 
skupiny selektivních inhibitorů reuptake serotoninu např. fluoxetin, fluvoxamin, citalopram, 
paroxetin, sertralin.
4 
 
3.4.1.2. Ovlivnění neuronálního metabolismu 
 U pacientů s Alzheimerovou nemocí bývá popisován sníţený neuronální 
metabolismus, zejména oxidativní metabolismus glukózy a buněčná proteosyntéza, proto se u 
pacientů s touto diagnózou uţívají nootropní látky. Často jsou tyto látky součástí 
kombinované terapie demencí. 
 Piracetam - ve světě se pouţívá řada jeho derivátů např. pramiracetam, aniracetam. 
 Pyritinol, nicergolin, Extraktum ginkgo biloba a další.4 
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3.4.1.3. Scavengery volných kyslíkových radikálů 
 V patogenezi AN hraje roli působení volných kyslíkových radikálů. V organismu 
zastávají fyziologické funkce, především úlohu informativní, jejich mnoţství však musí být 
regulováno. Odstraňovány jsou pomocí enzymů superoxiddismutázy, katalázy a 
glutathionperoxidázy. Za patologických podmínek vzniká více volných kyslíkových radikálů 
neţ jsou schopny příslušné enzymy zpracovat a tím dochází k poškození řady biologických 
systémů. Mezi tzv. scavengery (lapači, zametači) volných kyslíkových radikálů patří řada 
látek.  
 Vitaminy A, C, E, selen, polyfenolické látky a řada dalších.4 
 
3.4.1.4. Ovlivnění excitoxicity 
 Aspartát a glutamát jsou excitační aminokyseliny, působící v mozku jako 
neuromediátory, jsou nutné v procesu učení a paměti. V důsledku nadměrného působení 
excitačních aminokyselin - aspartátu a glutamátu na NMDA-receptory (N-metyl-D-
aspartátový receptor) vede ke zvýšenému vstupu kalcia do neuronů. To způsobí destabilizaci 
vnitřní prostředí a následnou smrt neuronu. Hledají se proto látky, které blokují NMDA-
receptory.  
 Vliv na tento proces se předpokládá u látek obsaţených v extraktu z jinanu 
dvoulaločného, dále u selegilinu, memantinu a cykloserinu.4 
 
3.4.1.5.  Nervové růstové faktory 
 Nervové růstové faktory produkovány nervovým systémem, jsou důleţité pro 
plasticitu neuronů a u plodu stimulují jejich růst. 
 Cerebrolysin podporuje funkci nervových buněk, ovlivňuje neuronální plasticitu, 
zvyšuje penetraci glukózy do mozkové tkáně, ovlivňuje porušený oxidativní metabolismus v 
mozku.
4 
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3.4.1.6. Protizánětlivé látky a statiny 
 U Alzheimerovy choroby dochází k projevům zánětlivé reakce, která přispívá k zániku 
neuronů. Podávání protizánětlivých látek, které procházejí hematoencefalickou bariérou, 
pravděpodobně působí jako protektivní faktor. 
 Statiny sniţují krevní hladinu cholesterolu a jiných lipidů. Studie prokázaly příznivý 
vliv u všech forem demence. Statiny pravděpodobně mohou významně redukovat riziko 
rozvoje choroby.
4 
 
3.4.2. Nekognitivní farmakoterapie 
 Tato terapie zahrnuje léčbu přidruţených, nekognitivních symptomů Alzheimerovy 
nemoci. Nejčastěji se jedná o léčbu poruch spánku. 
 Dává se přednost nebenzodiazepinovým hypnotikům jako je např. zolpidem či 
zopiclon.
4 
 
3.4.3. Nové perspektivní způsoby terapie 
 Implantace kmenových buněk, které by pak vedly k novotvorbě neuronů. Tato metoda 
je však v počátečním stádiu klinického ověřování. 
 Aplikace monoklonálních protilátek proti β-amyloidu. 
 Ve vývoji jsou inhibitory β- a γ-sekretáz a látky inhibující glykogen syntázu kinázu 3β. 
 Ověřován je účinek antidiabetik (rosiglitazon aj.) a solí lithia.2 
 
3.4.4. Látky přírodního původu 
 V současné době existují prakticky jen 3 komerční preparáty s prokazatelným účinkem 
(galanthamin-REMINYL
®
, rivastigmin-EXELON
®
, donepezil-ARICEPT
®
 )
 9, které se 
vyuţívají pro terapii  tohoto onemocnění. Všechny patří mezi inhibitory AChE. Z uvedeného 
je patrné, ţe přírodní látky mají nezastupitelnou roli ve vývoji nových inhibitorů AChE, 
případně léčiv s jiným mechanismem účinku, která mohou být potencionálně vyuţitelná 
v terapii AD. 
10 
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3.4.4.1. Látky ovlivňující osud ACh a AChE  
a)  Stimulátory nikotinových receptorů: 
 Galanthamin (Galanthus woronoviii, Narcissus sp.), některá analoga arekolinu. 11 
 
b)  M2 antagonisté muskarinu: 
 Himbacin (Galbulimima baccata, Himantandraceae) 
11 
 
c)  Látky jiného působení: 
 N-acetyl-L-karnitin 
11 
 
d)  Inhibitory AChE: 
 Galanthamin a jeho deriváty. 
 Huperzin (Huperzia serrata, Huperziaceae) – dlouhodobě působící inhibitor, 
vykazující neuroprotektivní aktivitu a kognitivní efekt.11 
 Salignenamid C (Sarcococca saligna, Buxaceae) výrazněji postihuje BuChE.11 
 Zeatin (Fiatoua villosa, Orchidaceae, Zea mays, Poaceae) - přírodní cytokinin, téţ 
blokující tvorbu β-amyloidu.11,12 
 Dekursinol (Angelica gigas, Apiaceae), vysoká inhibiční aktivita vůči AChE in 
vitro.
11 
 Ursolová kyselina (Majorana hortensis, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis, 
Lamiaceae a dále některé taxony z čeledi Ericaeae), vysoký inhibiční efekt vůči AchE, 
v rostlinách obsaţené látky navíc vykazují antioxidační aktivitu a jistou aktivitu cholinergní 
(Salvia officinalis). 
11, 13, 14, 15 
 Dehydroevodiamin (Evodia rutaecarpa, Rutaceae) – kombinace úč.: inhibice AChE a 
zvýšení vasodilatace. 
 α-onocerin (Lycopodium clavatum, Lycopodiaceae, Ononis spinosa, Fabaceae ) 11, 16 
 Huprin X – hybridní sloučenina vzniklá kombinací takrinu a huperzinu A s velmi 
vysokou inhibiční schopností vůči AChE. 17 
 Juliflorin - alkaloid z rostliny Prosopis juliflora (Mimosaceae) vykazuje inhibiční 
efekt vůči AChE i BuChE.18 
 
3.4.4.2. Inhibitory ACAT 
 Pyripyropen A (Aspergillus fumigatus) 
11 
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3.4.4.3 Látky ovlivňující produkci a toxicitu amyloidu 
 Tashinon I (Salvia miltiorrhiza, Lamiaceae)
11
, alkaloidy z Artemisia asiatica 
(Asteraceae) kromě inhibice AChE navíc blokují neurotixické působení β-amyloidu.19 
  
3.4.4.4. Neuroprotektiva 
 Gingkolidy (Gingko biloba, Ginkgoaceae) - neuroprotektivní, antioxidační aktivita, 
sníţení viskozity krve.11, 20  
 
3.4.4.5. Inhibitory prolylendopeptidázy (PEPI) 
 PEP  - široce rozšířeny v různých tkáních, také v lidském mozku, kde hydrolyzují 
neuropeptidy s obsahem prolinu, které participují na učení a paměťových procesech 
(vasopresin, substance P, thyrotropin-releasing hormon (TRH)). 
Zvýšená hladina je pozorována u neurodegenerativních chorob jako výrazná deprese, manie, 
demence Alzheimerova typu. Patrně jsou zodpovědné za metabolismus C-terminální části 
amyloidního prekurzorového proteinu, zodpovědného za degeneraci neuronů a také navozují 
imunoreaktivitu zodpovědnou za procesy rychlejšího stárnutí mozku.Inhibotory PEP mají 
antiamnestický efekt. 
 Fenantrenové deriváty (Salvia deserta, Lamiaceae).11 
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3.5. Eschscholzia californica Cham. – sluncovka kalifornská 
 
 
 
 
Obr.1: Eschscholzia californica Cham.
21
 
 
 
 
 
3.5.1. Pojmenování 
 Synonyma: Chryseis californica TORR. et GRAY., E. douglasii (HOOK. et ARN.) WALP. 
 Další názvy: něm.- Goldmohn, Kalifornischer mohn; angl.- California poppy  
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3.5.2. Systematické zařazení 
 
 
Tab.1: Systematické zařazení Eschscholzia californica  22 
Říše Plantae rostliny 
Oddělení Magnoliophyta krytosemenné 
Třída Magnoliopsida dvouděloţné 
Řád Ranunculales pryskyřníkotvaré 
Čeleď Papaveraceae makovité 
Rod Eschscholzia sluncovka 
Druh E. californica sluncovka kalifornská 
 
 
 
  
 Druh obsahuje četné ekotypy a více cytotypů, které se podle daného přístupu dělí na 
poddruhy nebo jsou pojednávány jako souborný druh.23 
 Původně jako vlastní druh popsaná E. mexicana GREENE je po experimentu kříţením 
povaţována za poddruh E. californica. Druh se rozpadá na dva od sebe zeměpisně oddělené 
poddruhy Eschscholzia californica (GREENE) ssp. californica, rozšířená v Oregonu a 
Kalifornii, a Eschscholzia californica GREENE ssp.mexicana (GREENE) C. CLARK [Syn.: 
E.  douglasii (HOOK. et ARN.) WALP.] s hlavním výskytem v Novém Mexiku, Texasu a 
Severním Mexiku. Pro oblast Baja California je popsána varieta Eschscholzia californica 
CHAM. var. peninsularis (GREENE) MUNZ. Další variety: vnitrozemská varieta crocea 
(BENTH.) JEPS. a v písečných dunách od Surfu po Monterery se vyskytující varieta maritima 
(GREENE) JEPS. Kromě toho je známa forma dentata s hluboko vykrojenými a na okraji 
zubatými korunními lístky. Druh pěstovaný v Evropě od poloviny 19. století jako okrasná 
rostlina pod názvem Eschscholzia californica je kříţencem různých poddruhů resp. variet 
druhu Eschscholzia californica.
23
 
   
3.5.3. Botanický popis 
 0,3 aţ 0,6 m  vysoká, jednoletá (ssp. mexicana) nebo jedno aţ víceletá (ssp. 
californica) bylina. Listy jsou řídké, hustě ochlupené, vybíhající do tenkých cípů. Květy 
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dlouze stopkaté o průměru 2,5 aţ 3,5 cm, sedící jednotlivě v paţdích listů. Barva květů se 
mění u divoce rostoucích forem od světle ţluté po oranţovou. Korunní lístky jsou na spodu 
oranţově červené vyklenuté, tvořící široce otevřenou misku. Pestík je protaţený. Četné, ţluté 
tyčinky, jsou u ssp. californica silně variované (13 aţ 47), u ssp. mexicana jsou stálejší (20 aţ 
25). Plodem je podlouhlá, 4 aţ 6 cm velká luskovitá tobolka. Chlopně plodu kaţdá s devíti 
cévními svazky, na vnější straně viditelná víceméně silně vystupující ţebra. Pukavý plod 
obsahuje malá kulovitá semena. Klíček u ssp. californica s dělenými, u ssp. mexicana s 
nedělenými dělohami.23 
 
3.5.4. Ekologie 
 Roste na suchých stráních a skalách, často také v pouštních oblastech. V pásmu od 
pobřeţí aţ do výšky 2000 m n. m.24 
 
3.5.5. Celkové rozšíření 
 Od Kalifornie po Nové Mexiko. Ve střední Evropě jakoţ i v jiţní Africe kultivována 
jako nenáročná záhonová květina, někdy zplaňujicí. 
 Je pěstována v jiţní Francii. 
 
3.5.6. Drogy získávané z Eschscholzia californica Cham. 
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3.5.6.1. Eschscholziae herba – nať sluncovky kalifornské 
 
 
 
Obr. 2: Eschscholzia californica – nať 25 
 
 
 
 
 Definice: Jedná se o v době květu sbírané a sušené nadzemní části Eschscholzia 
californica CHAM. 
 Původ: Sběr z volně rostoucích rostlin v Kalifornii a Novém Mexiku, pěstování ve 
Francii. 
 Makroskopický popis: Převaţující podíly stonků. Lodyha dutá, s 8 aţ 12 bělavými a 
naţloutlými kolenchymovými ţebry. Ţluté aţ oranţové květy. Šedozelené, silně ochlupené 
listy se lehce rozpadají. 
 Mikroskopický obraz: Na listu jsou štěrbinové otvory na svrchní a spodní straně 
rovnoměrně rozděleny. Uzavírací buňky mají občas polygonální obrys. Stavba listu je 
ekvifaciální. Svrchní palisádové pletivo je sloţeno ze 3 řad rovnoměrných buněk. Květní 
stonky mají zřetelné asimilační pletivo. Jen u mladých stonků se nalézají četné mléčné 
trubice.
23
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3.5.7. Obsahové látky 
 
3.5.7.1. Obsahové látky celé rostliny 
 Celá rostlina obsahuje alkaloidy. Obsah činí během doby květu aţ 1,1 % sušiny.23 
 Kořen obsahuje aţ 2,7 % alkaloidů, z toho také 0,014 % magnoflorinu (= escholinu), 
0,013% (–)-kanadinmethohydroxidu, 0,05 % norargemoninu a 0,08 % bisnorargemoninu. 
Tyto alkaloidy se vyskytují v nadzemních částech nanejvýš stopově. Allokryptopin 
představuje s asi 1,8 % obsahem hlavní alkaloid kořene.23 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 30 
 Semena obsahují protopin, allokryptopin, chelerythrin a další alkaloidy.23 
 Axenická tkáňová kultura obsahuje protopin, benzofenanthridiny chelirubin, 
dihydrochelirubin, dihydrochelerythrin, sanguinarin, dihydrosanguinarin, norsanguinarin, 
oxosanguinarin a rovněţ aporphový alkaloid magnoflorin.23 
 Submerzně kultivované buněčné kultury tvoří 10-hydroxysanguinarin, 12-
hydroxychelirubin, 10-hydroxychelerythrin a kromě toho dihydroformy 
benzofenanthridinů sanguinarin, chelirubin, makarpin a chelerythrin, 10-
hydroxychelerythrin a 12-hydroxychelirubin.
23
 
 
 
 
 
 
 
 
3.5.7.2. Obsahové látky Eschscholziae herba 
 Bylina obsahuje asi 0,29 % aţ 0,38 % alkaloidů, přičemţ kvartérní báze kalifornidin 
s 0,19 aţ 0,23 % představuje hlavní alkaloid. Dále je přítomno 0,14 % aţ 0,15 % terciárních 
nefenolových bází, z toho po 0,02 % aţ 0,03 % allokryptopinu, protopinu (=macleyinu 
=fumarinu =biflorinu) a escholzin (=eschschol(t)zinu =kaliforninu), který se vyskytuje jen v 
nadzemních částech. V malých mnoţstvích se vyskytují aporfinové alkaloidy korydin, 
isokorydin, N-methyllaurotetanin (=lauroscholtzin) a rovněţ kvartérní benzofenanthridiny 
sanguinarin (=pseudochelerythrin) a chelerythrin (=toddalin), doprovázené chelirubinem, 
makarpinem a chelilutinem. Ve velmi malých mnoţstvích jsou zastoupeny pavinanové baze 
karyachin, isonorargemonin, norargemonin a bisnorargemonin a dále stopově berberin, 
koptsin a korysamin.
23
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3.5.8. Účinky obsahových látek 
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3.5.8.1. Farmakologické účinky 
 Prodlouţení barbiturátového spánku: Suchý extrakt získaný extrakcí drogy horkou 
vodou (1 g odpovídá 9,7 g sušené drogy) způsobuje u myší v dávkách přes 100 mg/kg, i. p. po 
dávce 25 mg/kg, i. p. pentobarbitalu spánkovou indukci. Po i. p. podání v úpravě, která byla 
získána z tinktury drogy (1:5 v 62% (w/ w) EtOH-voda) (odpovídá 130 mg drogy/kg), došlo 
k prodlouţení spánku po pentobarbitalu o 81 % (50mg/kg).23 
 Sedativní účinek: Sušený extrakt získaný extrakcí horkou vodou (1 g odpovídá 9,7 g 
sušené drogy), bylo u myší ve Stair-Case testu a dalších testech zjištěno sedativní působení, 
přičemţ  ED50 je 254 mg/kg, i. p.
23
 Za tento účinek je údajně zodpovědný především 
kalifornin a protopin.
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 Anxiolytický účinek: Stejně získaným extraktem bylo u myší, v různých konfliktních 
testech, docíleno anxiolytického učinku v dávkách kolem 25 mg/kg i. p. Jako porovnávací 
substance poslouţil clorazepat 1 aţ 5 mg/kg.23 
 Spasmolytický účinek: Na izolovaném krysím lačníku zabránila dávka tinktury 
zbavené ethanolu (odpovídá 1,75 mg drogy/ml) chloridem barnatým indukované kontrakce 
hladkého svalstva.23 Za tento účinek je zodpovědný především kalifornin a protopin.26 
 Afinita k vasopresinovým V1 receptorům: Benzofenathridinové alkaloidy chelerythrin 
a sanguinarin, izolované z methanolového extraktu, vykazovaly afinitu k V1 vasopresinovým 
receptorům krysích jater; zdá se, ţe by se mohli stát předlohou pro nepeptidické struktury 
s tímto účinkem.27 
 
3.5.8.2. Vyuţití v lidovém léčitelství a další oblasti vyuţití 
 Droga je předepisována zřídka, je však součástí některých hotových léčivých 
přípravků, vţdy v kombinaci s rostlinnými sedativy. Přípravky jsou pouţívány k léčení 
poruch spánku, bolestí, nervové podráţděnosti, neuropatií a nočního pomočování u dětí. 
Uţívají se i při ţlučníkových a jaterních onemocněních. V Americe je příprava drogy 
předepisována v dětských ordinacích při poruchách spánku, ve Francii při nervozitě.23 
 Léčivý přípravek Phytoxon N je indikován při nervozitou vyvolané nespavosti, agitaci 
a úzkosti. Jedná se o alkoholový extrakt z Corydalis cava (20 %) a E. californica (80 %). 
Bylo zjištěno, ţe účinku je dosaţeno na základě ovlivnění metabolismu neurotransmiterů díky 
přítomným isochinolinovým alkaloidům.28 
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 Účinnost drogy a jejích úprav v dosud jmenovaných oblastech uţití se zdá být aţ na 
léčení bolesti jasná, ale nebyla doloţena ani klinickými studiemi ani dostatečně 
dokumentujícím zkušenostním materiálem. 
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
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4.1. Všeobecné postupy 
 
4.1.1. Destilace a odpařování 
     Rozpouštědla byla před pouţitím destilována; nejprve byl zachycen předek (asi 5 %; 
většinou s vodným azeotropem), poté bylo vydestilováno zbylých cca 90 % rozpouštědla. 
Rozpouštědla byla uchovávána v hnědých nádobách. 
     Odpařování chromatografických frakcí bylo prováděno na vakuové odparce při 40 ˚C 
za sníţeného tlaku. 
 
4.1.2. Chromatografie 
4.1.2.1. Tenkovrstvá chromatografie 
     Chromatografie na tenké vrstvě byla pouţita v systému N (normálních) komor. 
Komory byly pouţity nasycené mobilní fází. V případě uţití malých komor (válcových), 
průměr 10 cm, trvalo sycení asi 30 minut. U klasických komor (18x18 cm) pak asi hodinu. 
Chromatografie byla prováděna vzestupně. 
 
4.1.2.2. Sloupcová chromatografie 
     Sloupcová chromatografie byla prováděna systémem stupňovité eluce na silikagelu L, 
0,1-0,2 mm, desaktivovaném 10 % vody. Sloupec byl plněn obvyklým způsobem – nalitím 
suspenze adsorbentu do rozpouštědla. Vzorek byl po vysušení v exsikátoru nanesen na roztěru 
s malým mnoţstvím silikagelu. 
 
4.2.  Materiál a vybavení 
 
4.2.1. Rozpouštědla a chemikálie 
Rozpouštědla: 
Cyklohexan, č. (C6H12) 
Diethylamin, č. (Et2NH) 
Diethylether, č. bez stabilizátoru (Et2O) 
Ethanol 95%, denaturovaný methanolem, č. (EtOH) 
 36 
Chloroform, č. (CHCl3) 
Methanol, č. (MeOH) 
Toluen, č. (C6H5CH3) 
Chemikálie: 
Dusičnan bismutitý zásaditý, č. 
Hydroxid sodný, č. 
Jodid draselný, p. a. 
Kyanid draselný, č. 
Kyselina octová 99%, p. a. (AcOH) 
Kyselina sírová 96%, p.a. (H2SO4) 
Kyselina vinná, č.  
Uhličitan sodný bezvodý, č. 
Vodný roztok chlorovodíku 36%, p. a. (HCl) 
Standardní látka: 
Allokryptopin (Sigma-Aldrich) 
 
Všechna vodná rozpouštědla a roztoky kyselin a bazí jsou uváděny v hmotnostních 
procentech (m/m). 
 
4.2.2. Chemikálie a materiál ke stanovení účinku erytrocytární AChE    
(IC50) 
Chemikálie: 
Acetylthiocholinjodid, ≥99,0% (Sigma-Aldrich)  
5,5´-Dithiobis(2-nitrobenzoová kyselina), DTNB, ≥98% (Sigma-Aldrich) 
Dihydrát dihydrogenfosforečnanu sodného, p.a. (Lachema) 
Dodekahydrát hydrogenfosforečnanu disodného, p.a. (Lachema) 
Ethanol, EtOH, (Sigma-Aldrich) 
1-Naftylacetát, (Sigma-Aldrich) 
Fast Blue B, (Sigma-Aldrich) 
Materiál: 
Hemolyzát lidských erytrocytů, který slouţil jako zdroj acetylcholinesterázy:  
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 plná krev byla odstředěna po dobu 15 minut při 10000 ot./min, získaná erytrocytární 
masa byla 3x promyta 0,1 M fosfátovým pufrem, pH 7,4 aby byly odstraněny zbytky 
plazmy; 10% (v/v) hemolyzát byl připraven ve vodě.29 
Plastové kyvety DISPOLABKARTELL 1937 PS MICROCUVETTES. 
 
4.2.3. Přístroje 
Centrifuga type MPW–340 (Mechanika precyzyjna, Varšava, Polsko) 
pH metr Φ 72 METER (Beckmann, USA) 
UV-spektrofotometr UVIKON 942 (Kontron instruments, Švýcarsko) 
Mikrovýhřevný stolek Boetius 
4.2.4. Detekční činidla 
D 1: Dragendorffovo činidlo modifikované podle Muniera: 30 
- roztok A: se připraví rozpuštěním 1,7 g zásaditého dusičnanu bismutitého a 20 g kyseliny 
vinné v 80 ml vody. 
- roztok B: se připraví rozpuštěním 16 g jodidu draselného ve 40 ml vody 
- zásobní roztok: se připraví smísením roztoků A a B v poměru 1:1. Ta můţe být uloţena 
několik měsíců v lednici. 
- činidlo pro analýzu: se připraví tak, ţe se k roztoku 5 ml kyseliny vinné rozpuštěné v 50 ml 
vody přidá 5 ml zásobního roztoku.  
 
D 2: Mayerovo činidlo: 31 
- 1,35 g chloridu rtuťnatého a 5 g jodidu draselného se rozpustí ve vodě a doplní se jí do 100 
ml.    
 
4.2.5. Chromatografické adsorbenty 
A 1: Silikagel L, 0,1-0,2 mm 
 Komerční adsorbent, zrnitosti 0,1-0,2 mm, se na suchém sloupci promyje nejprve 
chloroformem poté destilovaným ethanolem. Po vyjmutí ze sloupce se vyčištěný adsorbent 
suší několik dní na bezprašném místě. Po vytěkání rozpouštědel se aktivuje na tenké vrstvě 
(do 2 cm výšky) 4 hodiny při 160 °C. Po zchladnutí na 80 °C se adjustuje do dobře 
uzavíratelných lahví. 
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 Tento plně aktivní adsorbent se desaktivuje přídavkem 10 % vody (ekvilibrace 1 
hodinu při rotaci). 
       
A 2: Kieselgel 60 F254, (Merck), 5×10 cm. 
     Hliníková deska s vrstvou silikagelu pro tenkovrstvou chromatografii. Silikagel 60 
F254, tloušťka vrstvy 0,2 mm. 
 
4.2.6. Vyvíjecí soustavy pro tenkovrstvou chromatografii 
S 1: CHCl3 +MeOH+H2O  65:35:5  
 
S 2: C6H5CH3+CHCl3+EtOH+Et2NH  70:20:10:3 
 
4.3. Screening 
 
4.3.1. Výběr rostlin pro screening 
 Pro screening bylo vybráno celkem pět rostlin rodu Eschscholzia. Z kaţdé rostliny 
pocházely dva vzorky, jeden z nati a druhý z kořene (viz tab. 2). 
 
 
Tab. 2: Popis vzorků pro screening 
číslo vzorku  vzorek 
1. Eschscholzia pulchella nať 
2. Eschscholzia pulchella kořen 
3. Eschscholzia californica nať 
4. Eschscholzia californica kořen 
5. Eschscholzia oregana nať 
6. Eschscholzia oregana kořen 
7. Eschscholzia glauca nať 
8. Eschscholzia glauca kořen 
9. Eschscholzia lobbii nať 
10. Eschscholzia lobbii kořen 
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4.3.2. Příprava sumárních extraktů 
 1,0 g suchého rostlinného materiálu bylo extrahováno 25 ml 80% ethanolu za varu na 
vodní lázni pod zpětným chladičem a za občasného promíchání po dobu 30 minut. Poté byla 
baňka ponechána 30 minut stát. Roztok byl zfiltrován přes papírový filtr, zbytek drogy promyt 
5 ml 80% ethanolu, spojené filtráty zahuštěny na vakuové odparce na malý objem. Vzniklý 
roztok (2-4 ml) byl převeden do penicilinky o objemu 10 ml, odpařen na vodní lázni v proudu 
vzduchu a nádobky sušeny ve vakuovém exsikátoru 16 hodin nad silikagelem.  
 
4.3.3. Příprava roztoků extraktů a standardů 
 Vysušené sumární extrakty byly rozpouštěny v ethanolu na výslednou koncentraci 
roztoku 10,0 mg/ml. 
 Ze standardů (fysostigmin, galanthamin) byly rozpouštěním v ethanolu připraveny 
roztoky o koncentraci 0,01 mg/ml. 
 
4.3.4. Kontrolní TLC na přítomnost alkaloidů    
 Na start TLC byly vzorky nanášeny v čárce délky 10 mm v objemu 10 μl. 
Chromatogram byl vyvíjen soustavou S1. Po vysušení byla provedena detekce D1. 
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Obr. 3: Kontrolní TLC po postřiku Dragendorffovým činidlem (popis viz tab. 2) 
 
 
 
 
4.3.5. Zkouška na inhibici AChE 
 Na start chromatogramu byly nanášeny připravené ethanolové roztoky extraktů 
v objemu 10 μl ve formě čárek délky 10 mm. Pro porovnání byly naneseny i roztoky 
standardů o objemu 10 μl. Chromatogramy byly vyvíjeny v soustavě S1. Po vyvinutí byly 
osušeny nejdříve teplým, poté studeným vzduchem. Následně byl proveden nástřik AChE, 
chromatogramy byly mírně vysušeny a následně inkubovány v komoře prostoupené vodními 
parami při 37˚C po dobu 20 minut. Po uběhnutí doby inkubace byl proveden postřik 
detekčním činidlem vzniklým smísením roztoku 1-naftylacetátu (koncentrace 250 mg/100 ml 
ethanolu) a roztoku Fast Blue B (koncentrace 400 mg/160 ml vody) v poměru 1:4. 
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Obr. 4:  Indikace inhibitorů AChE (popis viz tab. 2; 11 = fysostigmin, 12 = galanthamin) 
 
 
 
 
4.4.  Postup extrakce alkaloidů z Eschscholtzia californica Cham. 
 
4.4.1. Původ drogy 
 Droga (sušená nať s kořeny) byla získána sběrem z introdukované kultury (komerční 
osivo) firmou Planta Naturalis (Markvartice u Sobotky). 
 
4.4.2. Příprava primárního extraktu a jeho čištění 
 36,54 kg drogy bylo umístěno do perkolátoru, zalito EtOH 95% a po dvou dnech 
stání perkolováno celkem 328 litry (1:9,2). Získaný extrakt byl zahuštěn na cca 4 litry a 
následně digerován při 50 °C 3x několika litry 1% H2SO4; vodná vrstva byla vţdy slita. Byl 
získán hnědý roztok o pH  2.  
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 Tento spojený hnědý digerát byl zfiltrován nejprve přes viskózový filtr, posléze přes 
vrstvu křemeliny. Jeho celkový objem byl 17,2 litrů. 
 
4.4.3. Příprava alkaloidního výtřepku A z primárního extraktu 
 Kyselý vodný extrakt byl zpracován po 1000 ml: do třepací nálevky bylo k tomuto 
roztoku nalito 400 ml Et2O a po částech a za stálého třepání byla provedena alkalizace 10% 
Na2CO3 aţ na pH 9-10. Vytřepání 400 ml  Et2O bylo provedeno 5x. 
 Získaný éterový výtřepek byl odpařen téměř do sucha, odparek byl za mírného zahřátí 
(50 °C) rozpuštěn v 1000 ml 1% H2SO4 (odstranění pryskyřičnatých podílů). Následně bylo 
přidáno 400 ml Et2O a po částech a za neustálého třepání potřebné mnoţství 10% Na2CO3, aţ 
na pH 9-10. Vytřepání Et2O (vţdy 400 ml) bylo provedeno 8x. 
 Po odpaření byl získán nahnědlý výrazně krystalický odparek. Spojené sodové fáze 
byly pouţity pro izolaci dalších alkaloidů (viz 4.4.5.).  
  
4.4.4. Odstranění bazí pseudokyanidů z výtřepku A 
 Předčištěný alkaloidní výtřepek A byl rozpuštěn v 600 ml 1,5% H2SO4 za tepla (50 
°C), roztok byl zředěn vodou na 800 ml (pH  3) a po malých částech byl přidáván 
koncentrovaný roztok KCN (18 g KCN/40 ml vody) aţ do alkalické reakce (pH  9). Po 
chvíli stání byla bělavá suspenze okyselena 20% HCl na pH  2 a následně ponechána v klidu 
asi 1 hodinu. Získaný roztok byl zfiltrován, sediment oddělen, promyt vodou, vysušen, 
zfiltrován a odpařen. Alkaloidní baze byly připraveny obvyklým způsobem (metodou podle 
Gadamera). Odparek těchto bazí byl tmavě hnědý, velmi viskózní. 
 Ke zbylému kyselému roztoku (1000 ml) bylo přidáno 400 ml Et2O, po částech 10% 
Na2CO3 (pH 9-10) a provedeno vytřepání (8x400 ml Et2O). Éterové vrstvy byly spojeny a 
odpařeny. 
 
4.4.5. Příprava alkaloidního výtřepku B 
 Spojené sodové fáze (viz 4.4.3.) byly zalkalizovány 50% NaOH na pH 12-13 a 
vytřepány 5x obvyklým způsobem Et2O. 
 Odparek z těchto výtřepků byl však zcela zanedbatelný (droga neobsahuje alkaloidy 
typu berberinových bazí). 
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4.4.6. Příprava předčištěného alkaloidního výtřepku A pro dělení na 
jednotlivé typy alkaloidů 
 54 g výtřepku (viz 4.4.4) bylo rozpuštěno ve 300 ml 2% HCl, doplněno vodou na 1000 
ml a rychle zfiltrováno přes papírový filtr. 
 
4.4.7. Příprava chloridů alkaloidů rozpustných v chloroformu z   
výtřepku A 
 1000 ml tohoto kyselého roztoku bylo vytřepáno 7x250 ml CHCl3. Získaný 
chloroformový výtřepek byl odpařen a zbylý vodný roztok byl zpracován dále (obsahoval 
chloridy alkaloidů nerozpustné v chloroformu).  
 Po odpaření chloroformu byl získán ţlutý, krystalický odparek. 
 
4.4.7.1. Příprava nefenolických alkaloidů z chloridů rozpustných v chloroformu 
 Ke chloroformovému odparku (viz 4.4.7.) bylo přilito 50 ml 2% HCl a po chvíli 
míchání a zahřívání 500 ml vody. Po rozpuštění odparku byl roztok doplněn vodou na 900 ml, 
přelit do třepací baňky, zalkalizován 10% Na2CO3 na pH 9-10 a vytřepán 5x250 ml Et2O. 
Spojené éterové vrstvy byly promyty 3x100 ml 5% NaOH a 2x100 ml chladné vody. Louhová 
fáze a promývací voda byly spojeny. 
 Éterový roztok byl odpařen za vzniku odparku s obsahem nefenolických alkaloidů  
z chloridů rozpustných v chloroformu; byl světle hnědý, velmi viskózní o hmotnosti 11,35 g.  
 
4.4.7.2. Příprava fenolických alkaloidů z chloridů rozpustných v chloroformu 
 Louhový roztok fenolátů  (viz 4.4.7.1.) byl zneutralizován 3 M H2SO4 na pH 2-3. 550 
ml tohoto roztoku bylo po částech zalkalizováno 10% Na2CO3 na pH 9-9,5 a vytřepáno 5x200 
ml Et2O. Éterové výtřepky byly spojeny a odpařeny. 
 Byl získán velmi viskózní hnědý odparek o hmotnosti 3,27 g. 
 
4.4.8. Příprava alkaloidů z chloridů nerozpustných v chloroformu 
 Vodná fáze (viz 4.4.7.) obsahující chloridy alkaloidů, které do chloroformu 
nepřecházejí byla zpracována dále obvyklým způsobem. 
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4.4.8.1. Příprava nefenolických alkaloidů z chloridů nerozpustných 
v chloroformu 
 Kaţdých 1000 ml vodné fáze bylo zneutralizováno 10% Na2CO3 (pH 9-10) a suspenze 
vytřepána 7x300 ml Et2O. Spojené éterové výtřepky byly promyty nejprve 3x150 ml 5% 
NaOH, následně 2x100 ml chladné vody; louhová vrstva s promývací vodou byly spojeny. 
Éterová vrstva byla zahuštěna na cca 50 ml za vyloučení bílé drobně krystalické látky (směs 
alkaloidů, které nebyly v této práci děleny). 
 Matečný louh byl zahuštěn za vzniku velmi viskózní bělavé hmoty. 
 
4.4.8.2. Příprava fenolických alkaloidů z chloridů nerozpustných v chloroformu 
 Spojená louhová fáze s promývací vodou (viz 4.4.8.1.) byla zneutralizována 3 M 
H2SO4 na pH 2-3. 700 ml tohoto roztoku bylo zalkalizováno 10% Na2CO3 a suspenze 
vytřepána 5x200 ml Et2O. Éterové výtřepky byly spojeny a odpařeny za vzniku světle 
hnědého velmi viskózního odparku o hmotnosti 13,65 g. 
 
Schéma přípravy jednotlivých typů alkaloidů
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DROGA 36,54 kg 
+ 328 l 95% EtOH 
(1:9,2) 
odpaření 
1% H2SO4 
Filtrace znečištěniny Kyselý roztok 17,2 l 
+ 10 Na2CO3 
+ Et2O (5x400 ml) 
Sodový roztok 
+ 50% NaOH 
+ Et2O (5x400 ml) 
Louhový roztok Et2O 
„berberinová frakce“ 
Odparek Et2O 
terciární baze 
+ nasyc. roztok KCN 
+ 20% HCl 
ps-kyanidy Kyselý roztok 
+10% Na2CO3 
+ Et2O (8x400 ml) 
Vodná fáze Odparek Et2O 
terciární baze 
+2% HCl 
+CHCl3 (7x250 ml) 
Chloridy rozp v CHCl3 
(chloroformová fáze) 
odparek + 2% HCl 
+ 10% Na2CO3 
+ voda 
+ Et2O (5x250ml) 
Chloridy nerozp. 
v CHCl3 
(vodná fáze) 
+ 10% Na2CO3 
+ Et2O (7x300 ml) 
Vodná 
fáze 
Et2O výtřepek 
+ 3x100 ml 5%NaOH 
+ 2x100 ml vody 
Vodný zbytek Et2O výtřepek 
+ 3x150 ml 5% NaOH 
+ 2x100 ml vody 
Et2O výtřepek 
nefenolické alkaloidy 
Vodný roztok fenolátů 
+ 3M H2SO4 
+ 10% Na2CO3 
+ Et2O (5x200 ml) 
Vodná fáze 
Et2O výtřepek 
nefenolické 
alkaloidy 
Vodný roztok fenolátů 
+ 3M H2SO4 
+ 10% Na2CO3 
+ Et2O (5x200 ml) 
ML 
nefenolické alkaloidy 
Et2O výtřepek 
fenolické alkaloidy 
Vodná fáze Et2O výtřepek 
fenolické alkaloidy 
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4.4.9. Přehled dělení alkaloidního výtřepku A 
 
 
Tab. 3:   Charakter a hmotnost výtřepků s obsahem alkaloidů 
Typ výtřepku Hmotnost 
(g) 
Popis 
A (diethylether, pH  9) 
 
Alkaloidy z pseudokyanidů 
54,06 g 
 
0,69 g 
Světle hnědý, výrazně krystalický 
 
Světle hnědé, velmi viskózní 
Alkaloidy z vyčištěného výtřepku A: 
1 (nefenolické z chloridů nerozpustných 
v chloroformu; matečný louh) 
2 (krystaly (0/005) z chloridů 
nerozpustných v chloroformu, 
nefenolických) 
3 (fenolické z chloridů nerozpustných 
v chloroformu) 
4 (nefenolické z alkaloidů rozpustných 
v chloroformu) 
5 (fenolické alkaloidy z chloridů 
rozpustných v chloroformu) 
 
11,26 g 
 
6,03 g 
 
 
13,65 g 
 
11,35 g 
 
3,27 g 
 
Velmi viskózní, bělavý 
 
Bílý, drobně krystalický 
 
 
Světle hnědý velmi viskózní 
 
Světle hnědý, velmi viskózní 
 
Hnědý, velmi viskózní 
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Obr. 5: E. californica nať, výtřepek A (popis viz tab. 4) 
(Pozn.: Kieselgel UV 254 Merck, 10 cm (dráha 8,5 cm), C6H5CH3+CHCl3+EtOH+Et2NH = 70:20:10:3; komora 
nasycená, vyvíjení 1x, detekce D1).  
 
 
 
 
Tab. 4: Popis k obrázku č. 5 
Sloupec Typ soli alkaloidů 
1 chloridy nerozpustné v chloroformu, nefenolické 
2 
krystaly (0/005) z chloridů nerozpustných v 
chloroformu, nefenolických 
3 chloridy nerozpustné v chloroformu, fenolické 
4 chloridy rozpustné v chloroformu, nefenolické 
5 chloridy rozpustné v chloroformu, fenolické 
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4.4.10. Sloupcová chromatografie matečného louhu po vyloučení 
krystalů 0/005 (nefenolické alkaloidy z chloridů nerozpustných 
v chloroformu) 
 Matečný louh (viz obr. 5, sloupec 1) byl po vyloučení krystalů 0/005 dále 
chromatografován na sloupci silikagelu za účelem získání všech obsaţených alkaloidů. (Bliţší 
popis viz tab. 5 a 6) 
 
 
Tab. 5:  Sloupcová chromatografie matečného louhu 
Hmotnost vzorku 11,26 g, naţloutlý s bílým práškovitým podílem 
Druh a množství 
adsorbentu 
Silikagel FLUKA, 0,063-0,2 mm, desaktivovaný 10 % vody 
Vrstva s extraktem 47 x 40 mm 
Dělicí vrstva  47 x 635 mm 
Frakce (ml)/doba toku 100 ml/10-20 minut 
 
 
 
 
Tab. 6:  Výsledky sloupcové chromatografie matečného louhu po vyloučení látky 0/005 
Spoj. fr. Frakce Eluční systém Popis Hmotno
st 
1-43 
1-21 CHCl3  
 
Nepouţito 
 
 
0 
 
22-29 CHCl3 + 1 % EtOH 
(99:1) 
30-31 CHCl3 + 2 % EtOH 
32-39 CHCl3 + 2 % EtOH 
40-43 CHCl3 + 3,5 % EtOH 
44-52 
44-47 CHCl3 + 3,5 % EtOH 
Světle ţlutý, velmi viskózní, bez 
zápachu  
1,55 g 48 CHCl3 + 5 % EtOH 
49-52 CHCl3 + 5 % EtOH 
53-54 53-54 CHCl3 + 5 % EtOH   
55-65 55-65 CHCl3 + 5 % EtOH Ţlutý, velmi viskózní 
 
3,11 g 
66-69 66-67 CHCl3 + 5 % EtOH Hnědý, s drobnými krystaly 0,65 g 
 68-69 CHCl3 + 10 % EtOH 
70-71 70-71 CHCl3 + 10 % EtOH  Hnědý, velmi viskózní 0,48 g 
72-105 
72-75 CHCl3 + 10 % EtOH 2/001: bílá, jemně krystalická, 
 
ML 2/001: krystalický, naţloutlý 
2,46 g 
 
0,882 g 
76-78 CHCl3 + 10 % EtOH Hnědý, viskózní, s malými 
krystaly 
0,48 g 
79-83 CHCl3 + 20 % EtOH 
84-86 CHCl3 + 30 % EtOH 
87-94 CHCl3 + 30 % EtOH Hnědý, viskózní, nekrystalický 0,32 g 
95-105 CHCl3 + 50 % EtOH  
 49 
 
 
 
 
Obr. 6: E. californica nať, výtřepek A (popis viz tab. 6) 
(Pozn.: Kieselgel UV 254 Merck, 10 cm (dráha 8,5 cm), C6H5CH3+CHCl3+EtOH+Et2NH = 70:20:10:3; komora 
nasycená, vyvíjení 1x, detekce D1). 
 
 
 
 
4.4.11. Zpracování spojených frakcí 72-105 
 Spojené frakce 72-105 (viz tab. 6, obr. 5 a obr. 6) byly 2x krystalizovány z EtOH a 
získaná látka byla vysušena ve vakuovém exsikátoru. Takto vzniklo 2,46 g bílé krystalické 
látky, bez zápachu, výborně rozpustné za studena v chloroformu, za horka v ethanolu, t. t 159-
160 °C. 
 
4.5.  Určení struktury izolované látky (2/001)  
 
4.5.1. Měření hmotnostního spektra 
 Hmotnostní spektra byla měřena na Ústavu technologie potravin Mendelovy 
zemědělské a lesnické Univerzity v Brně (Dr. V. Dohnal, Ph.D.) za pouţití přístroje LC 
Agilent HP1100 (Agilent, Palo Alto, USA), vakuového degaseru (model  G1322A), pumpy 
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v kvarternim modu (G1311A), autosampleru (G1313A), UV-VIS detektoru (G1314A), 
fluorescenčního detektoru (G1321A) a hmotnostního detektoru (G1946VL). Látka byla 
rozpuštěna v methanolu. 
 
4.5.2. Měření NMR spektra 
 Spektra byla měřena na spektrometru Varian Inova 500 s pracovní frekvencí 499.9 
MHz pro 
1
H a 125.7 MHz pro 
13C jádra. 13C NMR spektra byla měřena v 5 mm SW 
širokopásmové sondě, 1H a všechna 2D spektra v inverzní 5 mm ID  PFG sondě s vyuţitím 
standardních pulsních sekvencí. Experimenty byly měřeny v deuterochloroformu při 25°C. 
Hodnoty chemických posunů jsou v ppm a jsou vztaţeny k internímu standardu 
(hexamethyldisilan, 0,04 ppm, v 
1H spektrech) nebo signálu solventu (76.99 ppm, v 13C 
spektrech) (Dr. M. Kurfürst, Ph.D., Ústav chemických procesů, AV ČR, Praha). 
 
4.6. Stanovení účinku alkaloidů na erytrocytární AChE (IC50) 
 
4.6.1. Podmínky měření 
Experimenty byly prováděny za těchto podmínek: 
 při teplotě 25°C  
 v prostředí PB 
 při pH 7,4 
 při vlnové délce spektrofotometru 436 nm 
 v jednorázových plastových kyvetách o tloušťce 1 cm 
 
4.6.2. Stanovení hodnot IC50 
      Cholinesterázy jsou kompetitivně inhibovány kvartérními, ale i nekvartérními látkami. 
Pokles aktivity je úměrný pouţité koncentraci inhibitoru. Stanovení aktivity enzymu je 
zaloţeno na jeho reakci s nativním substrátem, kdy je tento štěpen na alkohol cholin a 
kyselinu octovou.  
Do kyvety byly přidány 0,4 ml roztoku DTNB v 0,1 M fosfátovém pufru (pH 7,4; 
výsledná koncentrace DTNB v kyvetě 5×10-3 M), 100 µl hemolyzátu z erytrocytů, 50 µl 
roztoku alkaloidu a 1,25 ml fosfátového pufru. Reakce byla zahájena přidáním 0,2 ml roztoku 
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acetylthiocholinu (výsl. koncentrace v kyvetě 10-3 M) a fotometrována při 436 nm za 
laboratorní teploty po dobu 3 min. Byla zaznamenávána délka absorbance, která je úměrná 
aktivitě erytrocytární acetylcholinesterázy.32 
Koncentrační řady alkaloidů byly připraveny v ethanolu tak, aby po přidání 50 µl 
roztoku alkaloidu byla výsledná koncentrace látky v kyvetě v rozpětí 10-2 – 10-7. 
Měření byla opakována pro kaţdou koncentraci testované látky nejméně třikrát. 
 
4.6.3. Matematické zpracování experimentálních dat 
Hodnoty IC50 byly vypočítány z naměřených hodnot poklesu aktivity 
acetylcholinesterázy nelineární regresí v programu GraphPad Prism (verze 3.02 pro Windows; 
výrobce GraphPad Software, San Diego, CA, USA).  
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5.  VÝSLEDKY
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5.1. Výsledné hmotnostní spektrum látky 2/001 
 Stanovená Mr = 369,4 
 
5.2. Výsledné NMR spektrum látky 2/001 
Allokryptopin 
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1
H NMR (CDCl3, 25°C):  
1.86 s, 3H, H-7a; 2.2 – 3.5 br, H-5 a H6, velmi široké signály, nelze spolehlivě přiřadit; 3.72 
br s 2H, H-8; 3.78 s, 3H, H-9a; 3.86 s, 3H, H-10a; 5.94 s, 2H, H-2a; 6.63 s, 1H, H-4; 6.80 d 
(
3
JH=8.24 Hz), 1H, H-11; 6.91 d, 1H, H-12; 6.95 s, 1H, H-1; 
 
13
C NMR (CDCl3, 25°C): 
32.63, C-5; 41.44, C-7a; 46.52, C-13; 50.40, C-8; 55.88, C-9a; 57.77, C-6a; 61.00, C-10a; 
101.42, C-2a; 109.50, C-1; 110.65, C-4; 110.83, C-11; 127.97, C-12; 128.80, C-12a; 129.83, 
C-8a; 133.12, C-4a; 136.25, C-14a; 146.58, C-X; 147.91, C-9; 148.27, C-Y; 151.82, C-10; 
193.62, C-14. 
Signály označené X,Y náleţejí uhlíkům C-2 a C-3, nelze je spolehlivě přiřadit. 
 
Na základě zjištěných výsledků a porovnáním s údaji z literatury vyplynulo, ţe látka 2/001 je 
allokryptopinem. 
 
5.3.  Výsledky testu vlivu látky na aktivitu AChE 
 
 
Tab. 7: Biologická aktivita allokryptopinu 
Látka IC50 
[M] 
95% konfidenční 
interval [M] 
Allokryptopin 0.00147 0.00133-0.00162 
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6. DISKUSE 
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 Alzheimerova choroba patří mezi závaţné demence, onemocnění postihující zejména 
osoby vyššího věku.  Vzhledem k jasnému trendu prodluţování průměrné délky ţivota, je 
pravděpodobné, ţe se v budoucnu stane závaţným sociálním, zdravotnickým a ekonomickým 
problémem. Současná medicína nezná přesnou příčinu choroby, ale současné poznatky 
naznačují, ţe se jedná o onemocnění multifaktoriální. Jedná se o progresivní onemocnění 
CNS, postihující kognitivní, sensorické a motorické funkce, postupně vedoucí k úmrtí 
pacienta. 
 Neznalost příčin neumoţňuje kauzální terapii, léčba se proto zaměřuje mimo jiné cesty 
na ovlivnění aktivity AChE, BuChE a zvýšení hladin ACh v postiţených oblastech CNS, 
protoţe právě cholinergní systém je onemocněním nejvíce postiţen. Poměrně velké mnoţství 
látek vykazuje slibné cholinomimetické vlastnosti, ale většina z nich není vhodná pro uvedení 
do terapie, protoţe vykazují příliš vysoké periferní účinky a s tím související účinky 
neţádoucí. V současné době se z přírodních látek vyuţívá k terapii pouze galanthamin. Tento 
alkaloid vykazuje dvojí mechanismus účinku, inhibuje AChE a zároveň zesiluje účinky ACh 
na nikotinových receptorech.4 Mezi další perspektivní přírodní látky můţeme zařadit huperzin 
A (Huperzia serrata, Huperziaceae) vykazující dlouhodobou inhibiční aktivitu, 
neuroprotektivní a kognitivní efekt 11, zeatin (Fiatoua villosa, Orchidaceae, Zea mays, 
Poaceae) vedle inhibiční aktivity téţ blokující tvorbu β-amyloidu.11,12, ursolová kyselina 
izolovaná z různých rodů čeledi Lamiaceae (Majorana hortensis, Rosmarinus officinalis, 
Salvia officinalis), dekursinol (Angelica gigas, Apiaceae) s vysokou inhibiční aktivitou vůči 
AChE in vitro
11
, α-onocerin (Lycopodium clavatum, Lycopodiaceae, Ononis spinosa, 
Fabaceae ) 
11, 16
. V současnosti se však nezdá, ţe by se uvedené nealkaloidní látky dostaly do 
klinického studia. 
 Současné moţnosti terapie neposkytují uspokojivé výsledky, proto je nutný další 
výzkum a   hledaní látek schopných inhibovat AChE v CNS.  
 Screening potenciálně vyuţitelných přírodních látek alkaloidní povahy probíhá také na 
katedře farmaceutické botaniky a ekologie. Jedním z taxonů, který obsahuje v tomto směru 
potenciálně vyuţitelné látky je rod Eschscholzia z čeledi Papaveraceae. Proto byl proveden 
pokus o izolaci alkaloidů z tohoto taxonu s cílem zjištění jejich vlivu na AChE. Pro předběţný 
screening bylo vybráno pět rostlin (Eschscholzia lobbii, E. californica, E. oregana, E. glauca 
E. pulchella), z kaţdé rostliny pocházel jeden vzorek z kořene a jeden z nati. Suchý rostlinný 
materiál byl extrahován ethanolem. Extrakt byl přefiltrován a vysušen. Takto připravené 
sumární extrakty byly rozpuštěny v ethanolu na výslednou koncentraci roztoku 10 mg/ml a 
nanášeny v linii na start TLC spolu se standardy (fysostigmin a galanthamin). 
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Chromatogramy byly vyvíjeny soustavou S1. Po vyvinutí, osušení a provedení nástřiku 
AChE, byly chromatogramy inkubovány v komoře prostoupené vodními parami při 37°C po 
dobu 20 min. Následně byl proveden postřik chromatogramu detekčním činidlem vzniklým 
smísením roztoku 1-naftylacetátu s roztokem Fast Blue B (1:4). AChE  štěpí 1-naftylacetát na 
1-naftol, který reaguje s Fast Blue B za vzniku fialově modrého diazoniového barviva. Oblasti 
na chromatogramu, kde jsou přítomny inhibitory AChE se jeví jako bílé skvrny proti fialově 
modrému pozadí. Na základě této inhibiční zkoušky byl jako nejperspektivnější vybrán taxon 
Eschscholzia californica. Nejaktivnější byly kořeny této rostliny. Jejich získání ve větším 
mnoţství však není reálné (hmotnost suchého kořene z rostliny před sběrem je ~0,5 g). Na 
základě srovnávací TLC se ukázalo, ţe alkaloidní profil v nati a kořnech je do určité míry 
stejný, a proto byla pouţita pro izolaci suchá nať s kořeny. 
 36,54 kg sušené drogy bylo extrahováno ethanolem (1:9,2), extrakt byl zahuštěn a 
viskózní zbytek byl digerován 1% H2SO4 a směs zfiltrována. Získaný kyselý vodný roztok byl 
zalkalizován 10% Na2CO3 na pH 9-10 a vyloučené alkaloidy byly vytřepány do éteru 
(výtřepek A). Sodová fáze byla zalkalizována na pH 12 a vytřepána éterem; bylo však 
zjištěno, ţe nať sluncovky s kořenem neobsahuje ţádné kvarterní baze typu berberinu, protoţe 
tento éterový výtřepek byl prakticky zanedbatelný. 
 Výtřepek A obsahující středně bazické alkaloidy byl čištěn obvyklým způsobem a dále 
separován. Nejprve byly odstraněny alkaloidy tvořící ve vodě nerozpustné pseudokyanidy, 
kterých bylo po hydrolýze Gadamerovou metodou velmi málo (0,69 g) a nebyly dále 
separovány. 
 Vyčištěný výtřepek A byl převeden na chloridy a ty dále děleny obvyklým způsobem 
na chloridy rozpustné a nerozpustné v chloroformu a kaţdá z těchto frakcí na podíl fenolický 
a nefenolický. 
 Já jsem separoval matečný louh po vyloučení krystalů z roztoků nefenolických 
alkaloidů nerozpustných v chloroformu: odparek byl podroben sloupcové chromatografii na 
silikagelu za pouţití směsí chloroformu a ethanolu o stoupající polaritě. Bylo získáno celkem 
105 frakcí; na základě kontrolní TLC byly frakce spojeny. Spojené frakce 72-105 poskytly po 
zahuštění krystaly, které byly odsáty a rekrystalizovány z ethanolu. Takto bylo získáno 2,46 g 
bílé krystalické látky, t. t. 159-160 °C. Za pouţití LC/MS byla zjištěna její molekulová 
hmotnost (Mr = 369,4); v databázi alkaloidů bylo nalezeno, ţe by se mohlo jednat o 
allokryptopin. Tento předpoklad byl jednoznačně potvrzen vyhodnocením 1H- a 13C-NMR 
spekter. 
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 Následně byla měřena aktivita allokryptopinu na erytrocytární AChE: IC50 = 0,00147 
M (95% konfidenční interval = 0,00133-0,00162 M). Ze zjištěné hodnoty vyplývá, ţe alkaloid 
nepatří k vysoce účinným isochinolinovým alkaloidům. Některé benzofenathridinové 
alkaloidy (chelerythrin, sanguinarin) jsou účinnější.33 
 Na základě RTG analýzy bylo zjištěno, ţe se alkaloid vyskytuje ve dvou 
monoklinických krystalových modifikacích: α- a β-allokryptopin. Nebyly mezi nimi zjištěny 
ţádné významnější rozdíly v konformaci. Drobné rozdíly byly pouze v poloze dioxolanového 
kruhu.
34
 
 Je tedy zřejmé, ţe tyto modifikace nehrají roli v biologickém účinku látky. 
 Literatura uvádí několik účinků allokryptopinu , které byly v průběhu doby objeveny. 
Methanolový extrakt z nadzemních částí  Glaucium epilobum (Papaveraceae) vykázal dobrou 
antifungální aktivitu proti Microsporum gypseum, M. canis, Trichophyton mentagrophytes a 
Epidermophyton floccosum. Za tento účinnek je údajně zotpovědný i α-allokryptopin a 
protopin.
35 
 Při sledován vlivu jednorázového a desetidenního podávání protopinu a allokryptopinu 
(potkanům) na aminotransferázy (ALT, AST) v krevním séru pokusných zvířat v porovnání se 
sérovými hodnotami α-fetoproteinu (AFP) a β2-mikroglobulinu, bylo zjištěno, ţe 
allokryptopin podaný v jednorázové dávce 0,1 LD50 vyvolal sníţení aktivity AST, zatímco při 
desetidenní aplikaci nedošlo ke změnám hladin aminotransferáz. Hladiny AFP ani β2-
microglobulinu nebyly ovlivněny.36 
 Protopin, kryptopin a allokryptopin usnadňovali vazbu GABA na receptory 
v synaptické membráně potkaního mozku, tedy vykazovaly podobný efekt jako 
benzodiazepiny. Další pokus prokázal, ţe vazba diazepamu na specifické místo receptoru byla 
těmito alkaloidy ovlivněna jen velice málo.37 
 β-Allokryptopin vykazoval také inhibiční aktivitu vůči AChE (IC50 = 1,3 μM).
38
 Tato 
hodnota se velmi liší od hodnoty zjištěné v této práci. Důvod tohoto rozdílu je prozatím 
nejasný. Moţným vysvětlením je rozdílnost modelů testu. 
Výzkumy na izolovaném potkaním ileu a močovém měchýři prokázaly, ţe 
allokryptopin má relaxační účinek na ileum (prostřednictvím inhibice fosfodiesterázy) a 
způsobuje stahy močového měchýře (prostřednictvím tkáňových α-adrenergních receptorů).39 
 Allokryptopin se vyskytuje v mnoha rodech čeledi Papaveraceae (např. Chelidonium 
spp., Escscholzia spp., Glaucium spp.
40
) a Fumariaceae (např. Corydalis spp.41). Dále byl jeho 
výskyt pozorován v čeledi Ranunculaceae (Thalicrum spp.42), Berberidaceae (Berberis 
densiflora
 43
). 
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ABSTRAKT 
 
Doleţal, J.: Biologická aktivita obsahových látek rostlin VIII. Vliv alkaloidů z různých 
rostlinných taxonů na acetylcholinesterázu. Diplomová práce, Univerzita Karlova v Praze, 
Farmaceutická fakulta v Hradci Králové, Katedra farmaceutické botaniky a ekologie, Hradec 
Králové 2008, 65 s.  
 
 Byl proveden screening suchých nadzemních částí a kořenů některých taxonů rodu 
Eschscholzia (Papaveraceae) (Eschscholzia pulchella, E. californica, E. oregana, E. glauca, 
E. lobbii), z hlediska vlivu na erytrocytární AChE za pouţití autobiografické metody 
vyuţívající TLC (barevná reakce 1-naftolu a Fast Blue B). Na základě tohoto testu se jako 
inhibičně nejúčinnější jevil taxon Eschscholzia californica Cham. 
 Primární extrakt byl připraven perkolací suché nati s kořeny 95% EtOH (36,54 kg). 
Z tohoto extraktu byly sekvenčním postupem připraveny výtřepky jednotlivých typů 
alkaloidů. V této diplomové práci byl zpracován pouze a částečně výtřepek A, ze kterého byly 
odděleny některé alkaloidy formou pseudo-kyanidů. Zbylé alkaloidy tohoto výtřepku byly 
rozděleny na baze jejichţ chloridy jsou rozpustné i nerozpustné v chloroformu a z kaţdé 
uvedené frakce byly dále získány alkaloidy fenolické a nefenolické. 
 Po zahuštění éterového extraktu s nefenolickými alkaloidy jejichţ chloridy jsou 
nerozpustné v chloroformu se vyloučila krystalická látka; matečný louh byl dělen sloupcovou 
chromatografií na silikagelu a z polárních frakcí (chloroform+ethanol 90+10-50+50 %) byla 
po rekrystalizaci získána bílá krystalická látka, t. t. 159-160 °C.   
Na základě hmotnostního spektra a NMR spektra byla látka identifikována jako 
allokryptopin. 
Při sledování vlivu na erytrocytární AChE a následném matematického vypočtu 
(GraphPad PRISM 3.0) byla pro allokryptopin stanovena hodnota IC50 = 0,00147 M. 
 
 
Klíčová slova: Eschscholzia californica, allokryptopin, sekundární metabolity rostlin, 
alkaloidy, acetylcholinesteráza. 
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ABSTRACT 
 
Doleţal, J.: Biological activity of plant metabolites. VIII. Influence of alkaloids from several 
taxons of plants on acetylcholinesterase. Diploma thesis, Charles University in Prague, 
Faculty of Pharmacy in Hradec Králové, Department of Pharmaceutical Botany and Ecology, 
Hradec Králové 2008, 65 p.  
 
 
The screening of dry aerial parts and roots of some species of genus Eschscholtzia 
(Papaveraceae) (Eschscholzia pulchella, E. californica, E. oregana, E. glauca, E. lobbii) was 
carried out in term of the effect on erythrocyte AChE with the use of autobiographic method 
utilizing TLC (colour reaction of 1-naphtol and Fast Blue B). On the basis of this test the 
species Eschscholzia californica Cham. seemed to be the most inhibitory active. 
The primary extract was prepared by percolation of dry herb with roots by 95% EtOH 
(36.54 kg). The extracts of individual types of alkaloids were prepared from the primary 
extract by sequent procedure. In this diploma thesis only the extract A was partly processed. 
Some alkaloids were separated in the form of pseudo-cyanides from this extract. The rest of 
alkaloids from this extract was separated into bases which chlorides are soluble and insoluble 
in chloroform. Phenolic and nonphenolic alkaloids were obtained from each of mentioned 
fractions.        
After the ether extract with nonphenolic alkaloids which chlorides are insoluble in 
chloroform was evaporated, the crystalline substance separated; mother liquor was 
fractionated by column chromatography on silica gel and from polar fractions 
(chloroform+ethanol 90+10-50+50 %) the white crystalline substance was obtained after the 
recrystallization, m.p. 159-160 °C. 
On the basis of the mass spectrometry and NMR spectrum the substance was 
identified as allocryptopin. 
After the observation of the influence on erythrocyte AChE and further mathematical 
calculation (GraphPad PRISM 3.0) the value IC50 = 0.00147 M was determined for 
allocryptopin. 
 
 
 
Keywords: Eschscholzia californica, allocryptopin, secondary metabolites of plants, 
alkaloids, acetylcholinesterase. 
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